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"Descobri como é bom chegar quando se tem paciência.  
E para se chegar, onde quer que seja, aprendi que não é 
preciso dominar a força, mas a razão.  
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Resumo 
 
Objetivos: Comparar os valores de densidade óptica de pigmento macular (MPOD) 
obtidos através dos métodos de fotometria de flicker heterocromático (HFP) e 
autofluorescência (AF) em um grupo de pacientes normais; comparar os valores de 
MPOD em pacientes diabéticos e não-diabéticos, investigar a relação entre esses 
valores e os níveis séricos de hemoglobina glicosilada e perfil lipídico; e, finalmente, 
investigar a relação entre a idade e a distribuição dos valores de MPOD ao redor da 
fóvea em pacientes normais. Métodos: No primeiro estudo, 10 pacientes (20 olhos) 
normais (sem doenças oculares ou sistêmicas) foram incluídos e testados para 
MPOD através dos métodos de HFP e AF. O método de AF utiliza dois 
comprimentos de onda diferentes para a aquisição das imagens através de um 
oftalmoscópio de varredura a laser confocal modificado (Heidelberg Retina 
Angiograph, HRA, Heidelberg Engineering, Inc., Heidelberg, Alemanha). Os valores 
para as duas técnicas foram obtidos em 4 excentricidades diferentes ao redor do 
centro da fóvea (0,25, 0,5, 1 e 1,75°). Cada olho foi testado três vezes para cada um 
dos métodos, e a análise estatística foi realizada através de regressão linear e teste 
t pareado. Em um segundo estudo, 43 pacientes (43 olhos) diabéticos tipo 2 e 
normais foram incluídos prospectivamente e alocados em 3 grupos: grupo 1 
(controle; n=14), grupo 2 (diabéticos sem sinais de retinopatia; n=17) e grupo 3 
(diabéticos com retinopatia não proliferativa leve; n=12). Todos os pacientes foram 
submetidos à exame oftalmológico completo e foram coletadas informações 
sistêmicas e oculares, incluindo o uso de suplementos vitamínicos contendo 
carotenóides. A avaliação da MPOD foi realizada através do HRA. Os valores 
obtidos em 2 excentricidades ao redor do centro da fóvea (0,5 e 2°) foram 
comparados entre os grupos através da análise de variância. Os níveis séricos de 
hemoglobina glicosilada e lipídeos (HDL, LDL, colesterol total e triglicérides) foram 
correlacionados com os níveis da MPOD para cada grupo através de regressão 
linear. Finalmente, em um terceiro estudo, os valores da MPOD de 30 pacientes (30 
olhos) normais foram obtidos através do HRA em 3  excentricidades retinianas (0,5, 
1 e 2°) e correlacionados com a idade através de regressão linear. Resultados: Para 
a comparação entre as técnicas, os valores obtidos pela HFP foram consistente e 
significativamente inferiores aos valores obtidos pelo HRA (p<0,001) em todas as 
excentricidades retinianas testadas. Houve uma correlação significativa entre os 
  xiv 
valores obtidos pelos dois métodos em quase todos os locais testados, sendo que a 
correlação mais forte foi observada no ponto mais afastado da fóvea (1,75°) (r=0,73). 
Em relação a comparação entre diabéticos e normais, a média dos valores da 
MPOD obtidos a 2° do centro da fóvea variou significativamente para os três grupos 
[grupo 1 (0,29 ± 0,07 DU), grupo 2 (0,22 ± 0,09 DU) e grupo 3 (0,14 ± 0,05 DU), 
p<0,001]. Além disso, observou-se uma correlação inversa e significativa entre os 
níveis de hemoglobina glicosilada e os valores médios da MPOD a 2° para todos os 
pacientes (r=-0,63, p<0,001). Não foram encontradas correlações significativas com 
níveis de lipídeos séricos, duração do diabetes ou idade. Os pacientes incluídos 
para a análise de correlação com a idade apresentaram 23 a 77 anos (idade média ± 
DP = 48,6 ± 16,4 anos). Diferenças significativas para os valores médios de MPOD 
obtidos a 0,5, 1 e 2° do centro da fóvea foram encontradas (0,49 ± 0,12 DU; 0,37 ± 
0,11 DU; 0,13 ± 0,05 DU, respectivamente, p<0,05). Os valores da MPOD a 0,5 e 1° 
e a idade mostraram uma correlação significativa (p≤0,02), já os valores da MPOD a 
2° não apresentaram correlação com a idade (p=0,06). Conclusões: Os valores da 
MPOD obtidos através do HRA mostraram correlação significativa com os valores 
obtidos pelo método padrão de HPF, porém foram consistentemente mais elevados 
em todas as excentricidades retinianas testadas. Estes resultados sugerem que o 
método pode ser usado com segurança em pacientes incapazes de realizar o teste 
de HPF, o que é essencial para uma aplicação clínica mais ampla da análise de 
pigmento macular. Pacientes diabéticos tipo 2 com e sem retinopatia apresentaram 
níveis reduzidos da MPOD quando comparados aos pacientes não-diabéticos. Além 
disso, observou-se uma correlação inversa e significativa entre os níveis de 
hemoglobina glicosilada e esses valores quando todos os pacientes foram 
analisados. Finalmente, os valores da MPOD obtidos em uma população normal 
foram mais elevados próximo ao centro da fóvea. Esses valores apresentaram pico 
entre 45-50 anos de idade, seguido por uma redução gradual após 60 anos de 
idade. 
 
Descritores: Carotenóides; Macula lútea; Retinopatia; Diabetes Mellitus; 


































1 .  I N T R O D U Ç Ã O  
 




Pigmento macular é o nome genérico dado aos três principais carotenóides 
que estão presentes na fóvea humana e ao redor dela (luteína, zeaxantina e meso-
zeaxantina).(1, 2) O termo mácula se origina da expressão em latim, “macula lutea”, 
que significa ponto amarelo, e se refere ao acúmulo de pigmento amarelo observado 
nesta região.(1) As xantofilas luteína e zeaxantina são derivadas exclusivamente da 
dieta. Por outro lado, acredita-se que a meso-zeaxantina (um dos principais 
isômeros da zeaxantina) seja convertida a partir da luteína no próprio tecido 
retiniano.(3, 4) A hipótese da conversão é sustentada pela própria distribuição 
individual dos carotenóides na retina: na região central existe mais meso-zeaxantina 
e menos luteína relativa à zeaxantina, enquanto que mais perifericamente a situação 
é inversa. Esse achado sugere que o processo de conversão é mais eficiente no 
centro da fóvea do que na periferia da retina.(5) O pigmento macular atinge a sua 
concentração máxima no centro da fóvea, diminui com o aumento da excentricidade 
e é opticamente indetectável a aproximadamente 1,5 mm da fovéola.(6) Na fóvea, 
localiza-se preferencialmente ao longo dos axônios dos fotorreceptores (fibras de 
Henle) e na camada plexiforme interna, e na região parafoveal, na camada nuclear 
interna.(2) Tem sido proposto que os carotenóides protejam a mácula através de dois 
processos distintos.(7) A localização nos axônios dos fotorreceptores juntamente com 
a sua faixa de absorbância espectral (400-500 nm) lhes proporciona a capacidade 
de proteger os tecidos localizados externamente, como os segmentos externos dos 
fotorreceptores e as células do epitélio pigmentado da retina (EPR), contra a luz azul 
actínica (radiações de curto comprimento de onda). Além disso, a sua presença nos 
segmentos externos dos fotorreceptores e células do EPR(8, 9) pode atenuar o dano 
foto-oxidativo causado pela luz azul(10) através de suas propriedades antioxidantes e 
de limpeza dos radicais livres. Ou seja, postula-se que o pigmento macular atue 
como um filtro de luz para os fotorreceptores da fóvea, protegendo a retina contra o 
estresse foto-oxidativo induzido por esse tipo de radiação.(6)  
Diversas técnicas podem ser utilizadas para medir in vivo a densidade óptica 
de pigmento macular (MPOD) de forma indireta e não invasiva. Todas elas 
apresentam vantagens e limitações já previamente descritas na literatura. Esses 
métodos podem ser divididos em dois grupos: testes psicofísicos e testes ópticos. 
Os testes psicofísicos são subjetivos e os mais comumente utilizados são a 




fotometria de flicker heterocromático (“heterochromatic flicker photometry”, HFP)(11, 
12) e a fotometria de movimento (“motion photometry”).(13) Os testes ópticos ou físicos 
são objetivos, ou seja, não dependem da colaboração do paciente. Dentre eles, os 
mais difundidos são a espectroscopia de ressonância Raman (“resonance Raman 
spectroscopy”)(14), a reflectometria de fundo (“fundus reflectometry”)(15) e, mais 
recentemente, a espectrometria por autofluorescência (“autofluorescence 
spectrometry”).(16, 17) Até os dias atuais, os métodos psicofísicos são os mais 
difundidos, e dentre eles, o teste mais utilizado para a aferição de pigmento macular 
é a HFP, reconhecido por sua acurácia e reprodutibilidade.(12, 18) Esse método avalia 
a sensitividade visual através de dois comprimentos de onda: um que é totalmente 
absorvido pelo pigmento macular e outro que não é absorvido. Diferentes 
excentricidades a partir do centro da fóvea são testadas sequencialmente e os 
resultados são utilizados para mapear o perfil da MPOD.(11) As suas principais 
vantagens são o custo baixo quando comparada às técnicas objetivas, treinamento 
simples, não necessita de midríase, baixa influência dos resultados pela presença 
de catarata, e alta confiabilidade teste-reteste em indivíduos que são capazes de 
cooperar com o teste. As principais desvantagens incluem a necessidade de 
participação confiável por parte do paciente para ajustar a fonte de luz e julgar 
quando o flicker desaparece, bem como o fato de que aqueles com doença ocular 
e/ou idade avançada podem ter mais dificuldade em realizar o teste.(18, 19)  
O método da autofluorescência de fundo (AF) foi introduzido mais 
recentemente e proporciona uma avaliação rápida e objetiva da MPOD. Essa técnica 
se baseia na captação da fluorescência emitida pela lipofuscina, normalmente 
presente nas células do EPR,(20) para determinar a densidade de pigmento macular. 
Os carotenóides absorvem parcialmente a luz excitadora, reduzindo assim a 
fluorescência nas áreas de maior concentração desses pigmentos. O aparelho 
captura as imagens produzidas a partir de dois comprimentos de onda excitadores, 
um totalmente absorvido e outro não absorvido pelo pigmento macular. As imagens 
são alinhadas, calculadas, e posteriormente utilizadas para fornecer um mapa da 
MPOD, que se estende em um raio de 10 graus ao redor do centro da fóvea (Figura 
1).(16, 17, 21, 22) A aferição da MPOD por AF pode ser realizada através de um 
oftalmoscópio de varredura a laser confocal modificado (Heidelberg Retina 




Angiograph, HRA, Heidelberg Engineering, Inc., Heidelberg, Alemanha), como já 
descrito previamente.(22) Trata-se de uma técnica não invasiva, rápida e 
automatizada, porém mais cara e pouco disponível. Apesar de não ser dependente 
da colaboração e das habilidades físicas do paciente, requer fixação estável, 
dilatação pupilar e meios ópticos claros. Pouco se sabe a respeito da correlação 
existente entre o método psicofísico mais comumente utilizado, HFP, e o método da 
AF. Um estudo demonstrou que, para uma mesma população de indivíduos 
saudáveis, os métodos apresentaram uma forte correlação entre si, porém existiram 
diferenças sistemáticas entre os valores encontrados que não puderam ser 
explicadas por diferenças nos parâmetros dos testes, além de grande variabilidade 
individual.(21)     
 
 
Figura 1. Avaliação da MPOD em um paciente normal (controle) através do HRA modificado 








A degeneração macular relacionada à idade (DMRI) é a principal causa de 
cegueira no mundo desenvolvido.(23) Apesar de sua fisiopatologia ainda não ser 
completamente entendida, evidências na literatura sugerem que o estresse oxidativo 
cumulativo da idade seja um dos principais mecanismos responsáveis pelo 
desenvolvimento da doença.(7) A relação entre pigmento macular e DMRI ainda não 
foi completamente elucidada, já que os estudos disponíveis são limitados a dados 
observacionais que correlacionam valores de pigmento macular com o risco de 
desenvolver a doença.(7) No entanto, existem evidências que sugerem um possível 
efeito protetor desses carotenóides em situações de estresse oxidativo, como o que 
ocorre em diversas patologias retinianas, incluindo a DMRI.(24-26) Níveis reduzidos de 
pigmento macular têm sido associados a fatores de risco já estabelecidos para esta 
doença, tais como sexo feminino(27), íris de cor clara(28) e tabagismo.(29) Além disso, 
apesar de ainda controverso, há evidências crescentes de que níveis mais elevados 
de carotenóides na dieta e/ou no plasma estão associados a um menor risco para o 
desenvolvimento de DMRI.(30, 31) Finalmente estudos têm demonstrado que níveis de 
pigmento macular podem ser modificados através de manipulação dietética e uso de 
suplementos contendo luteína, zeaxantina e/ou meso-zeaxantina.(32-36)   
O estresse oxidativo tem sido implicado na fisiopatologia de outras doenças 
retinianas, como a retinopatia diabética (RD). As alterações bioquímicas causadas 
pela hiperglicemia crônica e estresse oxidativo contribuem para as alterações 
funcionais e estruturais da microvasculatura retiniana, e portanto, são fatores 
cruciais para o desenvolvimento da retinopatia,(37-40) considerada a principal causa 
de cegueira adquirida entre adultos jovens.(40-42) Sabe-se que o estresse oxidativo 
está aumentado na retina e nas células dos capilares retinianos, o que o torna um 
dos alvos terapêuticos para esta condição incapacitante. Além disso, estudos 
experimentais em modelos animais de RD mostraram redução do dano oxidativo 
após a suplementação com antioxidantes, incluindo a zeaxantina.(43-46)  
Estudos anteriores que mapearam a distribuição de pigmento macular na 
retina humana demonstraram que a mesma não é uniforme, inclusive na fóvea, onde 
o pigmento pode ser visualmente distinguido.(6, 47, 48) Além disso, existe uma grande 
variabilidade entre indivíduos(6, 16, 49-51) e entre as técnicas utilizadas.(52, 53) A 
importância da variação interindividual na distribuição espacial de pigmento macular 




(como a presença de um declive central em alguns indivíduos) ainda não foi 
totalmente elucidada. Tal variação pode modificar o efeito protetor desses 
carotenóides contra o desenvolvimento de certas doenças retinianas, como a 
DMRI.(16)    
Alguns fatores podem influenciar a distribuição de pigmento macular em 
indivíduos normais, tais como idade, sexo e fatores ambientais, como o consumo de 
carotenóides na dieta e tabagismo. A idade avançada é um dos principais fatores de 
risco para o desenvolvimento da DMRI,(54) e a sua associação com a densidade de 
pigmento macular ainda não é entendida. Até os dias atuais, os estudos disponíveis 
mostram resultados conflitantes, principalmente devido às diferenças populacionais 
e das técnicas utilizadas. Alguns autores, através de testes psicofísicos, já 
demonstraram uma associação inversa entre idade e valores da MPOD.(55-59) 
Embora as razões para esse fenômeno não tenham sido determinadas, 
modificações da dieta e do processo metabólico retiniano com a idade podem 




































2 .  O B J E T I V O S  
 




O presente estudo, através da análise da densidade óptica de pigmento 
macular (MPOD), teve como objetivos: 
   
1. Comparar valores de MPOD obtidos em excentricidades específicas ao redor 
da fóvea através dos métodos de HFP e AF em um grupo de pacientes 
normais;  
 
2. Comparar valores de MPOD obtidos pelo método de AF em pacientes 
diabéticos e não-diabéticos, e investigar a relação entre os valores de MPOD 
em pacientes diabéticos e níveis séricos de hemoglobina glicosilada e perfil 
lipídico; 
 
3. Investigar a relação entre a idade e a distribuição dos valores de MPOD ao 















































3 .  A R T I G O S  
 




3.1 Comparison between macular pigment optical density measurements using 
two-wavelength autofluorescence and heterochromatic flicker photometry 
techniques. Canovas R, Lima VC, Garcia P, Morini C, Prata TS, Rosen RB. 
Invest Ophthalmol Vis Sci. 2010;51(6):3152-6. 
 
 
3.2 Macular pigment optical density measured by dual-wavelength 
autofluorescence imaging in diabetic and nondiabetic patients: a 
comparative study. Lima VC, Rosen RB, Maia M, Prata TS, Dorairaj S, Farah 
ME, Sallum J. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2010;51(11):5840-5.   
 
 
3.3 Association of age and macular pigment optical density using dual-
wavelength autofluorescence imaging. Lima VC, Rosen RB, Prata TS, 






















3.1 Comparison between macular pigment optical density measurements 
























































































































































































3.2 Macular pigment optical density measured by dual-wavelength 





























































































































































































































3.3 Association of age and macular pigment optical density using dual-

























































































































































































































































4 .  C O N C L U S Õ E S  
 




1. Valores de MPOD obtidos através dos métodos de AF e HFP em uma população 
de indivíduos normais apresentaram correlação positiva e significante em quase 
todas as excentricidades retinianas testadas, sendo a correlação mais forte 
observada a 1,75 do centro da fóvea. Os valores obtidos pelo método de AF 
através do HRA foram consistentemente maiores em todos os pontos testados, e 
a diferença absoluta entre a média dos valores tornou-se maior à medida que os 
níveis de MPOD aumentaram, ou seja, próximo ao centro da fóvea. Além disso, 
os valores de MPOD apresentaram curvas com perfis semelhantes para os dois 
testes avaliados. A boa concordância entre os dois métodos demonstrada neste 
estudo sugere que o método de AF através do HRA pode ser utilizado em 
pacientes incapazes de realizar a HPF. A consistência dos resultados também 
sugere que este teste é uma escolha apropriada para a avaliação da MPOD. 
Considerando o pequeno desvio devido aos valores mais elevados do HRA, 
parece que estudos realizados com os dois métodos são essencialmente 
semelhantes em olhos saudáveis.  
 
2. Valores de MPOD obtidos pelo HRA em pacientes diabéticos tipo 2 com e sem 
retinopatia diabética foram significantemente reduzidos quando comparados aos 
pacientes não-diabéticos nas excentricidades retinianas testadas. Os pacientes 
diabéticos com retinopatia leve tinham níveis ainda mais baixos do que aqueles 
diabéticos sem retinopatia. Além disso, valores mais altos de hemoglobina 
glicosilada apresentaram correlação estatisticamente significante com níveis 
reduzidos de MPOD quando pacientes diabéticos e não-diabéticos foram 
analisados. Os resultados deste estudo sugerem que a presença de retinopatia e 
de um controle glicêmico insatisfatório podem contribuir para a redução dos níveis 
de pigmento macular nestes pacientes. Adicionalmente, podem sugerir uma 
possível participação do controle glicêmico na absorção e incorporação do 
pigmento macular ao tecido retiniano.  
 
3. Valores de MPOD obtidos pelo método de AF através do HRA na amostra 
estudada demonstraram uma distribuição característica, com os valores mais 
elevados próximos ao centro da fóvea. Os níveis de MPOD aumentaram durante 




a vida adulta, atingindo um pico ao redor dos 45-50 anos de idade, seguido por 












































5 .  A N E X O S  
 




Anexo 1 – Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 
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Objectives: To compare values of macular pigment optical density (MPOD) obtained 
by the methods of heterochromatic flicker photometry (HFP) and autofluorescence 
(AF) in a group of normal patients; to compare values of MPOD in diabetic and non-
diabetic, investigate the relationship between these values and the serum levels of 
glycosylated hemoglobin and lipid profile; and finally, to investigate the relationship 
between age and MPOD values distribution around the fovea in normal patients. 
Methods: In the first study, 10 normal patients (20 eyes) (no ocular or systemic 
diseases) were included and tested for the methods of HFP and AF. The AF method 
uses two different wavelengths for image acquisition through a modified confocal 
scanning laser ophthalmoscope (Heidelberg Retina Angiograph, HRA, Heidelberg 
Engineering, Inc., Heidelberg, Germany). The values for the two techniques were 
obtained in four different locations around the center of the fovea (0,25, 0,5, 1,75 and 
1°). Each eye was tested three times for each method, and statistical analysis was 
performed by linear regression and paired t-test. In a second study, 43 patients (43 
eyes) with type 2 diabetes and normals were prospectively enrolled and assigned to 
3 groups: group 1 (control, n=14), group 2 (without diabetic retinopathy, n=17) and 
group 3 (diabetics with mild nonproliferative retinopathy, n=12). All patients 
underwent a complete ophthalmic examination and systemic and ocular information 
were collected, including the use of vitamin supplementation containing carotenoids. 
The values of MPOD were obtained by HRA. Values obtained at 2 eccentricities 
around the fovea (0,5 and 2) center were compared between groups by analysis of 
variance. Serum levels of glycosylated hemoglobin and lipids (HDL, LDL, total 
cholesterol and triglycerides) were correlated with MPOD values for each group by 
linear regression. Finally, in a third study, MPOD values of 30 normal patients (30 
eyes) were obtained by HRA at 3 retinal eccentricities (0,5, 1 and 2) and correlated 
with age by linear regression. Results: For the techniques comparison, the values 
obtained by HFP were consistently and significantly lower than the values obtained 
by HRA (p<0,001) in all tested retinal eccentricities. There was a significant 
correlation between the values obtained by both methods in almost all locations 
tested with the strongest correlation observed at the furthest point of the fovea 
(1,75°) (r=0,73). Regarding the comparison between diabetics and normal patients, 
  
 
mean values of MPOD obtained at 2° from the fovea center varied significantly for 
the three groups [group 1 (0,29 ± 0,07 DU), group 2 (0,22 ± 0,09 DU) and group 3 
(0,14 ± 0,05 DU), p<0,001]. In addition, there was a significant inverse correlation 
between the levels of glycated hemoglobin and mean values MPOD at 2° for all 
patients (r=-0,63, p<0,001). No significant correlations were found with serum lipid 
levels, duration of diabetes or age. Patients included for analysis of correlation with 
age had 23-77 years (mean age ± SD = 48,6 ± 16,4 years). Significant differences in 
the mean values of MPOD obtained at 0,5, 1 and 2 of the foveal center were found 
(0,49 ± 0,12 DU, 0,37 ± 0,11 DU, 0,13 ± 0,05 DU, respectively, p<0,05). Values of 
MPOD at 0,5 and 1° showed a significant correlation with age (p≤0,02), otherwise 
values of MPOD at 2° showed no correlation with age (p=0,06). Conclusions: 
MPOD values obtained through the HRA showed significant correlation with the 
values obtained by standard HPF method, but were consistently higher in all tested 
retinal eccentricities. These results suggest that the AF method can be used safely in 
patients unable to perform the HPF test, which is essential for a wider clinical 
application of analysis of macular pigment. Type 2 diabetic patients with and without 
retinopathy had lower levels of MPOD when compared to non-diabetic patients. 
Moreover, we observed a significant inverse correlation between the levels of 
glycosylated hemoglobin and these values when all patients were analyzed. Finally, 
values of MPOD obtained from a normal population were higher near the center of 
the fovea. These peak values were observed between 45-50 years of age, followed 
by a gradual reduction after 60 years of age. 
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